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論 文 内 容 要 旨
緒言
核遺伝子雄性不稔 を利用した育種を展望 した研究は、 これまでほとんどなさ
れていない。本研究ではReverseGenetlcsとForwardGeneticsを用い、雄性不稔
遺伝子 の単離 を試みた。ReverseGeneticsではRNAi法とT-DNAタグラインを
用いて莉特異的遺伝子の発現を抑制 した系統を得、それ らの表現型 を観察 した
(第1章)。またForwardGeneticsでは2,250系統のT-DNAタグライ ンよ り新規
の3系 統の雄性不稔変異体をスク リーニングした。伽1変 異体(第2章 第1節)、
ηψ 変異体(第2章 第2節)、乃㎞ 変異体(第2章 第3節)の雄性不稔の原因を
詳細に解析 した。
第1章ReverseGeneticsを用 い た 菊特 異 的 発 現 遺 伝 子 の解 析
マクロアレイのデータ等を利用 して菊で特異的に発現が強い遺伝子 を23個




タペー ト組織特異的 に遺伝子発現 を誘導する 却ア12プロモーターを得た。 これ






をPCRで 選抜 し(Table1-2)、蕾か らRNAを 抽出 してRT-PCRを行い、その遺
伝子発現が無くなっている事 を確認 した。次にこれ らの個体について表現型を





伽1雄 性不稔変異体 は通常条件下では雄性不稔性 を示 したが、高湿度条件下
で生育させ ると稔性が回復 した(Fig・2-1)・通常条件下では花粉発芽が起 きない
が高湿度条件下で発芽が起 こる事 を明 らかにした。伽1変 異体 は花粉 を有 して
いたため、そ の花粉表面 を走査型電子顕微鏡(SEM)で観察 した結果、麗ρ1変異
体では野生株 と比べて滑 らかな花粉表面であ り、エキシンの網 目模様がはっき
りと見えない ことが分 かった(Fig.2-2)。この表現型か らこの変異体 を ヵoθ1θ∬
ρ011θη1(伽1)と名付 けた。透過型電子顕微鏡(TEM)で花粉の切片を観察 した結果、
伽1変 異体の花粉に存在する トリフィン中の脂肪滴 の大きさが野生株 と比べ る
と小さく、またその数が多 くなっている事が分かった(Fig.2-2)。さらに変異体
では過剰の トリフィンがエキシンの間を埋め、覆っている事が分かった。 これ
が花粉表面が滑 らかに見える原因と考えられた。野生株 と伽1変 異体の花粉 を
用いてアセ トリシス処理を行った結果、野生株では処理後でもエキシンの網 目
模様がはっき りと見 られたが、伽1変 異体ではその模様がバ ラバラに崩壊 して
いた(Fig.2-2)。このことか ら、エキシンの構成要素であるスポロポレニンの重
合に何 らかの異常があったことが示唆された。
伽1変 異体は条件的雄性不稔性を示 したが、 この表現型は茎や葉あるいは葵
におけるクチクラワックス合成 に欠陥のあるoθア1、oθア6勿ρ1雄性不稔変異体 に
見 られる表現型である。そこで 伽1変 異体の茎 と爽におけるクチクラワックス
をSEMで 観察 した結果、野生株 と比べると変異体では大幅 にクチクラワック
スが減少 している事が明 らか となった(Fig.2-3)。つま り本研究で新規のoθ7変
異体が単離 されたと考 えられた。TAILPCRによ り原 因遺伝子 を単離 し、5'RACE
法で全長のcDNAを 決定 した結果、T-DNAが伽1遺 伝子の第四イン トロン内
に挿入されていた ことが分かった(Fig.2-4)。相同性検索の結果、FLPIタンパク
質は受容体 としてワックス合成に関わるEPI23タンパク質 と最 も高い相同性を
示 した(Fig.2-5)。またモチー フ検索の結果、desaturase等多数の酵素に保存され
ているhistidinerichモチーフが存在 していた。後代を展開した結果、その表現
型が3(正常):1(異常)に分離 した ことか ら、劣性で引き起 こされる変異であるこ
とが分かった。さらに相補性実験により伽1遺 伝子が原因遺伝子であること牽
明 らかにした。発現解析の結果、麗ρ1遺伝子は花器官で強 く発現し・根以外の
様 々な栄養器官でも発現する ことが分かった(Fig.2-6)。エキシン、 トリフィン
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そ してワックスの共通する構成要素が脂肪酸(脂質)であることか ら、FLP1タン
パク質は受容体 として、あるいは酵素 として脂肪酸(脂質)の合成に関わ ってい
ることが推測された。
第2章 第2節 ηoθx∫ηθノb7〃2翻oη1(nefl)雄性 不 稔 変 異 体 の解 析
ηψ 雄性不稔変異体は花粉が完全 に消失す る変異体であった。花粉の崩壊が
始 まる発達段階を明らかにするために、蒋の異なる発達ステージの切片 を作製
して光学顕微鏡で観察 した(Fig.2-7)。光学顕微鏡下では ηψ 変異体で最初の異
常がみ られたのは一核期であ り、小胞子 の周辺に穎粒が見 えた。二核期 になる
とこの穎粒がより顕著に現れた。三核期 になる と繭室 内には完全に花粉が消失
していた。TEMを用いてエキシン発達過程 を調べた ところ、ηψ 変異体では四
分子期 においてスポロポ レニンの付着の足場 となるプ ライムエキシンの正常な
発達が見 られなかった(Fig.2-8)。ηψ 変異体では一核期になるとエキシンに付
着できないスポロポ レニンが小胞子の周辺で凝集 して いた。また この時期に小
胞子の細胞膜の破裂が見 られた。二核期になると細胞膜の破裂が顕著に見 られ、
小胞子の断片化 も見 られた。光学顕微鏡下で観察 された穎粒はエキシンに付着
できずに凝集 したスポロポ レニンであった と考え られた。エキシンが作 られな
い事か ら、ηoθ加 ε力r加α'fδη1(nefl)と名付けた。TEMで タペー ト組織の発達過
程 を調べたところ、'ηψ 変異体ではタペー ト組織中のプラスチ ドや脂肪体の脂
質蓄積 に欠陥があることが分かった(Fig.2-9)。ηψ 変異体は栄養器官 において
も欠陥を示 した(Fig.2-10)。葉の葉緑体構造をTEMで 観察 した結果、ηψ 変異
体の葉緑体は均一な構造を持たず、またグラナ構造 も乏 しい事が分かった(Fig,
2-11)。つまり栄養器官の異常は、葉緑体 の異常に起 因す ることが推測された。
野生株 と ηψ 変異体の脂質 と脂肪酸組成の分析 を行 った結果、野生株 と ηψ
変異体の問で脂肪酸組成に差は見 られなかったが、ηψ 変異体の脂質量は野生
株 と比べて10%減少 していることが明 らか となった。次にTAILPCRによりηψ
遺伝子をクローニングし、5'RACE法を用いて全長の ηψcDNAを 決定 した。
データベース検索の結果、NEF1タンパク質はプラスチ ド移行 シグナル と26個
の膜貫通領域を有す ることが推測 された(Fig.2-12)。モチーフ検索の結果、NEFl
タンパク質は膜の統合性(envelopeintegrity)の維持に重要 とされる原核膜 リポタ
ンパク質脂質結合部位を3つ 有することが分かった。後代を展開 した結果、吻 ワ
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変異体はその表現型が3(正常):1(異常)に分離 した ことか ら、劣性で引き起 こさ
れる変異であることがわかった。また相補性実験により ηψ 遺伝子が確かに原
因遺伝子であることを明 らかにした。発現解析の結果、吻1遺 伝子は花器官で
強 く発現 し、様々な栄養器官で も発現 している事が分か った(Fig.2-13)。ηψ 変
異体の表現型、遺伝子構造の解析の結果、NEF1はプラスチ ド膜の統合性の維
持に重要なタンパク質であることが推測 された。
第2章 第3節 乃αo絢厭 γo卿orθψ㎞)雄 性不稔変異体 の解析
第2章 第2節 と同様の解析を行った。光学顕微鏡 とTEMを 用いた観察の結
果、乃㎞ 変異体は四分子期以降に異常があることが分かった。四分子期 におい
て、乃㎞!変異体のタペー ト組織は野生株 と比較 して空胞化が進んでいた事が分
かった(Fig.2-9)。また四分子は正常に形成 されていたが、一核期 になると変異
体の小胞子 は不規則な形 とな り、花粉発達が止 まった ことが推測 された(Fig:2-
7)。さらに二核期になると花粉やタペー ト組織の空胞化がさらに進んだ(Fig.2-
9)。三核期 になると空胞化 したタペー ト組織が菊室 を押 しつぶ していた。
乃㎞ 変異体では正常なプライムエキシンは作 られないが、スポ ロポ レニ ンが
小胞子へ付着 した(Fig.2-8)。つま り乃㎞ 変異体はわずかに機能 を有 しているプ
ライムエキシンを持っていると考え られた。乃㎞ 変異体は栄養器官 に異常が見
られなかった。後代 を展開した結果、乃㎞ 変異体 はそ の表現型が3(正常):1(異
常)に分離 したことか ら、劣性で引き起 こされる変異であることがわかったが、
T-DNAにタギングされていなかったので原 因遺伝子 を単離することができなか
った。HKMタ ンパク質はタペー ト組織の分化、発達に関わ り、 この遺伝子 の









な形成がスポ ロポレニ ンの小胞子への付着に必要で あることが分かった。また
タペー ト組織中のプラスチ ドや脂肪体の形成とエキ シン合成の関係が示唆され
た。伽1変 異体は花粉 を有し、高湿度で稔性が回復 した。アブラナ科野菜のガρ1
遺伝子 をRNAi法 で破壊すれば、その形質転換体は、花粉は有す るが発芽でき
ない雄性不稔を示す と期待 される。この雄性不稔をF1ハイブリッド育種 の採種
に用いれば、花粉を有す るのでF1ハイブリッド育種の際に訪花昆虫が利用でき、
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論 文 審 査 結 果 要 旨
F1ハイブ リッ ド育種において利用 され る植物特性の うち,雄性不稔性は最:も多くの植物種で利用可




伝子の発現を抑制 した系統を得て,そ れ らの表現型を観察 した。しか し,稔性に異常が見 られず,解
析 した遺伝子を発現抑制あるいは破壊 しても雄性不稔 とならないことを明らかにした。
一方で,Forwardgenedcsによる雄性不稔遺伝子の解 明を試みた。T-DNAタグライ ンか ら新規の
雄性不稔変異体 を3系統得て,雄 性不稔の原因を解析 した。花粉表面の網 自模様がみられないため
facelesspollen1(且p1)と名付けた雄性不稔変異体では,エ キシンの構成要素であるスポ ロポ レニン
の重合に異常があることや花粉の吸水シグナルが欠如 していることを明 らかに した。原因遺伝子のク
ローニ ングを行い,FLPIタンパ ク質は脂質の合成に関与 していることを示唆 した。エキシンが作 ら
れないのでnoexinefom夏ationa1(nefl)と名付けた雄性不稔変異体,お よび,ぎ ざぎざのエキシンが形
成 されるのでhaddymicrospore(h㎞1)と名付 けた雄性不稔変異体では,ス ポ ロポ レニン付着の足揚
となるプライムエキシンに異常が見られることを明らかにした。プラ'イムエキシン形成が,胞子体型
で制御 されてお り,スポロポ レニンの小胞子への付着に必須であることを初めて明 らかにした。nef1






るとともに,核 遺伝子雄性不稔を利用 した育種を展望 したもので,植物機能科学の発展に対する貢献
が顕著である。よって審査員一同は,本論文は博士(農学)の学位 を授与するに値するものと判断 した。
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